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Description 

[0001] La presente invention se situe dans le dornaine des composilions adhesives destinees a un usage chirurgical. 
D'une maniere plus precise, I'invention concerne une composition adhesive biocompatible, bioresorbable, et non toxi- 
que, notammenl pour la liaison de tissus biologiques, y compris de tissue vivants, entre eux ou pour la liaison de lissus 
biologiques et d'un biomateriau implante, a base de collagene ou de gelatine modifie(e) par coupure oxydative et non 
relicule(e), soluble en milieu acide. 

[0002] L'invenlion concerne egalement les produits intermediates servant a la preparation des compositions adhe- 
sives precitees ainsi que leur procede de preparation et est, en outre, relative a des kits adhesils destines a un usage 
chirurgical exlemporane. 

[0003] Le developpement et ('utilisation des colles tissulaires a usage chirurgical a lait I'objet de nombreuses recher- 
ches el etudes experimentales depuis des decennies. 

[0004] On connait, par exemple, une composition adhesive constitute de gelatine, resorcinol et de formaldehyde 
(GRF) qui a ete ulilisee entre les annees 1 960 et les annees 1 980. Dans ce composite, la fonction adhesive est attribute 
a la gelatine polymerisee par le formaldehyde, le resorcinol (qui est un phenol) etant utilise pour reduire la dissolution 
de la masse adhesive. Des problemes de toxicite tissulaire aussi bien que de manque d'adhesivite ont ete notes dans 
plusieurs etudes (Braunwald et al.. Surgery, 59 : 1024-1030 (1966) ; Bachel et al., J. Thorac. Cardiovasc. Surg., 83 : 
212-217(1 982)). En outre, I'emploi de lormaldehyde dans des compositions a usage chirurgical n'est plus envisageable 
en raison des risques de relargage de ce composant et de sa toxicite. 

[0005] On connait egalement un systeme adhesif developpe a partir d'un polypeptide isole du byssus de la moule 
(marine adhesive protein) (Waite J. H. et al., Biochem.. 24 : 5010-5014 (1985)). Originellement extraite a partir de la 
moule, cette proteine a ete ensuite obtenue par voie de synthese ou de genie genetique (Voir notamment les demandes 
de brevet europeen n° 242 656 et internationale WO 88/03953, et Marumo et al , Biochem. Biophys. Acts, 872, 98- 1 03 
(1986) ; Swerdloff M D et al., Int. J Peptide Protein Res., 33, 313 (1989)). Elle est formee d'un enchainement de 
motits repetes constitues d'un decapeptide caracteristique riche en residus tyrosine et proline hydroxylables et com- 
prenant la DOPA (3.4-dihydroxyphenylalanine) responsables de ces lortes proprietes d'adhesion Cet adhesil, bien 
que promelteur au niveau conceptuel, n'est cependant pas disponible suite a des difficultes dans son developpement 
et a la toxicite de certaines formes de decapeptides. Ce systeme a fait I'objet de nombreux brevets (voir notamment 
la demande de brevet internationale WO 92/10567 et les demandes de brevet europeen pubtiees sous les n' 243 818 
et 244 688 . les brevets US-A-4 808 702, US-A-4 687 740 et AU-8 824 972). 

[0006] Mais c'est en fait la mise au point d'une colle a base de fibrinogene et de thrombine qui a permis un reel 
developpement des domaines d'utilisation des colles tissulaires. 

[0007] L'utilisation du fibrinogene comme biomateriau a visee adhesive remonte au debut des annees 1 940 (Young, 
Medawar. Lancet II : 126-132 (1940)). Apres les premiers resultats obtenus dans les anastomoses des nerts (Tarlov 
et Benjamin, Surg. Gynecol. Obstet, 76 366-374 (1943)). ce systeme adhesil n'a pas apporte satisfaction compte tenu 
de la laible concentration en fibrinogene des plasmas utilises. 

[0008] C'est ensuite dans les annees 1 970 que le concept d'une colle a ete reintroduit par l'utilisation de cryoprecipite 
contenanl des concentrations elevees en fibrinogene (Madras et al., Wien Klin. Wochenschr , 87 : 495-501 (1972)). 
Ce type de colle a ete ensuite commercialise par la Societe IMMUNO sous le nom de "TISSUCOL" (TISSEEL) puis 
par BEHRINGWERKE sous le nom de "BERIPLAST" et par BIOTRANSFUSION sous le nom de "BIOCOL". II s'agit 
d'une solution concenlree de fibrinogene (70-140 mg/ml) contenant du facteur XIII et de la fibronectine dont la poly- 
merisation est induite par une solution de thrombine (4 a 400 Unites Internationales) dans un melange extemporane. 
Le fibrinogene polymerise ensuite en fibrine pour reformer un coagulum qui assure I'adhesion des tissus mis en contact. 
[0009] Les difficultes el problemes majeurs souleves par ce produit et ses composants sont d'une part, I'absence 
de caracterisation complete et de reproductible de la quantite de chacun des composants de la solution de fibrinogene 
(Facteur XIII, libronectine, aprotinine) ; et d'autre part, la difficulty deactivation virale absolue d'un tel produit vis-a- 
vis desvirus'non enveloppes comme des Agents Transmissibles Non Conventionnels. Ceci a conduit a une limitation 
de la possibility d'utiliser de tels produits a grande echelle, dans certains pays (par exemple les Etats-Unis). 
[0010] Enfin, il a recemment ete decrit dans la demande de brevet europeen publiee sous le n° 0 466 383 (Bausch 
& Lomb Incorporated), une composition adhesive a usage chirurgical constiluee de collagene nature! reticule dont la 
fluidite et la concentration, necessaires compte lenu des applications chirurgicales envisagees, sont controlees par la 
proportion de reticulation dans la solution de collagene. Selon ce document, la fluidite et la concentration recherchees 
sont obtenues en melangeant une solution de collagene naturel fortement reticule et une solution de collagene naturel 
presenlant un plus laible degre de reticulation. Des tissus biologiques peuvent etre lies par application du melange 
precite, prealablement chaufle pour oblenir une fluidite permettant son application sur les tissus, puis en laissant re- 
Iroidir. 

[0011] Cependant, ce type de composition adhesive a base de collagene reticule n'est pas de manipulation aisee 
et peut poser des problemes d'application du fait des difficultes a rendre sutfisamment (luide cette composition. En 
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eflet, plus la proportion de collagene reticule est importante, plus il est difficile d'atleindre la fluidite requise pour une 
application correcte sur des tissus biologiques. 

[001 2] Par ailleurs, la presence de collagene laiblement reticule dans cette composition, bien qu'ameliorant la fluidite 
du melange et done la qualite d'application, est une limitation a la resistance mecanique. 
s [0013] On sail en effet, que la resistance mecanique et la biodegradabilite du collagene dependent essentiellement 
du degre de reticulation et de la nature de la reticulation operee. 

[0014] On connait, par ailleurs, par la demande de brevet europeen n° 87 401 573.8, un procede de reticulation du 
collagene qui permet de le reticuler dans la masse el de maniere homogene, sans addition covalenle d'une molecule 
chimique. La reticulation est obtenue en effecluant une oxydation menagee du collagene a I'aide d'une solution d'acide 
'0 periodique ou periodale de sodium a temperature ambiante et en milieu acide, puis en poursuivant le traitement a pH 
neutre ou basique. Ce procede permet de preparer des produits collageniques reticules, non solubles (gels, films, 
poudres, lentilles ou encore produits de comblement osseux) presentant de bonnes caracteristiques mecaniques et 
de biodegradabilite, mais est inadapte a la preparation de produits liquides fluides. 

[0015] Le but de I'invenlion est de fournir une composition adhesive biocompatible, bioresorbable et non loxique, 

'5 adaptee a un usage chirurgical. 

[001 G] Le but de I'invenlion est encore de fournir une composition adhesive facile a metlre en oeuvre, notamment 
injectable a I'aide d'aiguilles ou de catheters, presentant la fluidite requise pour une application correcte nolammenl 
sur des tissus biologiques et stable dans le temps tout en conservant ses proprieles adhesives. 
[0017] Un autre but de I'invenlion est de tournir une composition adhesive permettant d'obtenir une adhesion satis- 

zo taisanle parallelemenl a une bonne resistance mecanique et biodegradabilite, sans risque de liberation de residus 
toxiques. 

[0018] Un autre but de I'invention est de fournir un procede de preparation d'une telle composition facile a mettre 
en oeuvre, ainsi que des kits adhesifs a usage chirurgical, d'utilisation simple et pratique. 

[0019] A cette fin, I'invenlion a pour objet une composition adhesive a base de collagene non reticule mais poten- 
25 tiellement reticulable. 

[0020] La composition adhesive selon I'invention est caracterisee en ce qu'elle comprend une solution acide reactive 
de collagene ou de gelatine modifie(e) par coupure oxydative, non reticule(e) et potentiellement reticulable 
[0021] L'invention a egalement pour objet des poudres et solutions acides reactives a base de collagene ou de 
gelatine, modilie(e) par coupure oxydative, non reticule(e). qui sont des produits intermediates pour la preparation 
30 des compositions adhesives precitees. ainsi quo leur procede de preparation 

[0022] La poudre esl une poudre de collagene ou de gelatine modifie(e) par coupure oxydative, non relicule(e) el 
potentiellement reticulable, soluble a pH acide. 

[0023] Son procede de preparation est caracterise en ce qu'il consiste a : 

35 - preparer une solution acide de collagene ; 

soumeltre ladite solution aqueuse acide et a temperature ambiante, a une oxydation menagee par une solution 
d'acide periodique ou un de ses sels, a une concentration comprise entre environ 1 et 10" 5 M ; 
precipiter le collagene oxyde et non reticule, a pH acide et ; 

isoler et concentrer puis deshydrater ledit collagene modifie par coupure oxydative et non reticule, pour I'oblenir 
40 sous forme de poudre acide reactive. 

[0024] La solution acide reactive est une solution acide concentree de collagene ou de gelatine modifie(e) par cou- 
pure oxydative, non reticule(e). Elle peut etre obtenue soit par concentration directement a partir du precipite redissous 
resultant de I'oxydalion a I'acide periodique, soit a partir de la poudre selon I'invention telle que definie precedemment, 
45 apres remise en solution dans I'eau, a pH acide. 

[0025] Son procede prefere de preparation est caracterise en ce qu'il consiste a : 

preparer une poudre sterile de collagene ou de gelatine modtfie(e) par coupure oxydative, non reticule(e) et po- 
tentiellement reticulable, 

50 • dissoudre dans de I'eau sterile la quantite necessaire de cette poudre, en chautfant a une temperature comprise 
enlre environ 40"C et 80°C. 

[0026] L'invention a encore pour objet des kits adhesifs destines a un usage chirurgical. Ces kits sont caracterises 
en ce qu'ils comprennent : 

55 

une solution acide reactive de collagene ou de gelatine modifie(e) par coupure oxydative, non reticule(e) et po- 
tentiellement reticulable. 
une solution de neutralisation ; et 
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des moyens de melange pour melanger extemporanement lesdites solutions. 

[0027] lis se presenters avantageusement sous la (orme d'une double seringue equipee d'un melangeur. 
[0028] Enlin, I'invention a pour objel un procede d'applicalion sur des lissus biologiques el/ou un biomateriau im- 
s plante, d'une composition adhesive selon I'invention, caracterise en ce'qu'il consiste a : 

- amener la solution acide reactive de collagene ou de gelatine modifie(e) par coupure oxydative et non reticule(e), 
a un etat de fluidite adapte a une repartition convenable sur lesdits tissus et/ou biomateriau ; 
melanger, extemporanement, la solution acide reactive avec une solution de neutralisation de maniere a oblenir 
w un pH compris entre 6 et 10 ; 

appliquer immediatement, avanl reticulation, le melange reactil neutralise et presenlant un etat de fluidite adapte, 

sur les tissus biologiques et/ou biomateriau implante a lier ; 

laisser polymeriser par reticulation a la temperature du corps humain. 

15 [0029] Les inventeurs ont decouvert, d'une maniere surprenante, les proprietes potentiellement adhesives du colla- 
gene oxyde. 

[0030] lis ont egalement decouvert qu'en effectuant une reticulation "in situ" d'un tel collagene, des lissus biologiques 
pouvaient etre lies entre eux ou avec un biomateriau implante, cetle liaison presenlant une resistance mecanique et 
une biodegradabilite adaptees. 

20 [0031] Enfin, les inventeurs ont decouvert que le collagene modifie par coupure oxydative et non reticule, pouvait 
etre conserve a pH acide a Petal congele, dans le but d'une preparation extemporanee, ce traitement permettant d'eviter 
Pautoreticulation du collagene tout en preservant ses proprietes reactives adhesives. 

[0032] Selon I'invention, le terme "collagene" designe indifleremment le collagene ou la gelatine resultant d'une 
operation de chauflage ou de toute autre methode. 
25 [0033] Aussi, I'invention fournit un adhesil a base de collagene oxyde, non reticule, qui a subi un chauffage controle 
et qui est destine a etre reticule in situ. 

[0034] Selon I'invention, on entend par "etre reticule in situ", le tait de provoquer la reticulation du collagene modifie 
ot reactif apres application sur des tissus biologiques et/ou diffusion dans lesdits tissus 

[0035] Ceci s'oppose a I'enseignemenl de I'etal de la technique qui preconise 1'application de collagene naturel deja 
30 reticule, e1 qui ne prevoit pas d'operation de reticulation covalente, sans addition d'agent reticulant, apres application 
sur les tissus biologiques. 

[0036] Le collagene oxyde est obtenu par traitement a I'acide periodique ou I'un de ses sels, qui provoque des 
coupures dans ledit collagene et cree ainsi des sites reactifs. 

[0037] Ce traitement est realise sur une solution acide de collagene dont la concentration est comprise entre 0, 1 et 
35 50 g/l. La concentration en collagene est de preference de 5 g/l. 

[0038] Le terme "collagene" designe ici tout type de collagene qu'il soit d'origine humaine ou d'origine animate tel 
que par exemplo du collagene humain de lype I enricni, de type III enrichi, do type I + III ou de lype IV ou encore du 
collagene animal de lype I ou de type I + III. 

[0039] Le collagene en milieu acide est soumis a I'action de I'acide periodique ou I'un de ses sels par melange avec 
40 une solution dudit acide ou un de ses sels, a une concentration comprise entre 1 et 10- 5 M, de preference entre 5 10 3 
Met 10-i M . 

[0040] La reaction est effectuee a temperature ambiante pendant uneduree pouvant aller de 10 minutes a 72 heures 
et qui est de preference d'environ 2 heures 

[0041] On procede ainsi a une oxydation menagee du collag&ne sans en provoquer la reticulalion. 
45 [0042] L'invention fournit, en outre, un moyen d'isoler et de conserver ce produit intermediate sous forme de poudre 
ou de solution. 

[0043] En effet, par addition de sel, notamment du chlorure de sodium, a la solution acide precedemment obtenue, 
on provoque la precipitation du collagene oxyde presentant des sites reactifs utiles pour la reticulalion finale. 
[0044] Apres plusieurs lavages successifs, resuspension dans I'ethanol ou I'acetone et deshydratation dans des 
so conditions steriles, on obtient du collagene oxyde sous forme de poudre. Cette poudre est soluble en milieu acide. 
[0045] La deshydratation peut egalement etre realisee par lyophilisation, dans des conditions steriles, selon les 
precedes bien connus et utilises industriellement dans ce domaine. 

[0046] Selon un autre mode de realisation de I'invention, on obtient une solution acide reactive concentree par con- 
centration du precipite issu de I'oxydation a I'acide periodique et redissolution a chaud ou sous vide pour eliminer les 
55 solvants organiques eventuels. 

[0047] Selon I'invention, la poudre ou la solution concentree de collagene oxyde potentiellement reactif peut etre 
preparee en relativement grande quantite et etre conservee sous cette forme a Petal congele. La temperature de 
conservation est choisie entre -10°C et -80°C environ. Ces conditions de conservation sont simples et permettent, en 
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outre, de preserver la reactivite du collagene modifie. 

[0048] La poudre et la solution acide concentree constituent des produits intermediates dans la preparation de la 
composition adhesive selon I'invention. 

[0049] Conlormement a I'invention, on peut preparer une solution acide reactive a partir de la poudre de collagene 
s oxyde non reticule, potentiellement reticulable, par dissolution en milieu acide. 

[0050] Pour ce (aire, on dissout la poudre de collagene oxyde dans de I'eau sterile chauflee a une temperature 
comprise entre 40°C et 80°C. Ce chauttage permet de laciliter la solubilisation du collagene oxyde a des concentrations 
relativement elevees, qui peuvent s'echelonner de 5 a 30 % en poids. 

[0051] On procede, de preference, a une incorporation progressive du collagene oxyde, par exemple par quantite 
10 de 5 % (poids/poids) a chaque fois. On attend avantageusement la solubilisation pratiquement complete de chaque 
quanlile de poudre avant d'introduire la quantite suivante. 

[0052] La rapidite d'incorporation peut varier selon la poudre de collagene oxyde et est generalement comprise entre 
10 minutes et 6 hcures 

[0053] On obtient ainsi une solution homogene. 
is [0054] Selon I'invention, la solution acide reactive de collagene oxyde, non reticule et potentiellement reliculable, 
est conservee a I'etat congele, de preference a une temperature comprise entre -10°C et -80°C. Cette solution acide 
reactive est stable dans ces conditions. Elle constitue un produit intermediate pour la preparation d'une composition 
adhesive selon I'invention. 

[0055] Ce mode de conservation, outre sa simplicity d'application, permet de maintenir la reactivite du collagene 
20 jusqu'au moment ou son utilisation est souhaitee. 

[0056] La reticulation du collagene oxyde a pH acide est operee par simple changement de pH jusqu'a une valeur 
neutre ou basique. Pour cela, on utilise une solution tampon telle qu'apres melange a la solution acide reactive de 
collagene oxyde, on obtienne un pH compris entre 6 et 10. Elle est avantageusement constitute de carbonate ou de 
phosphate de sodium. 

25 [0057] L'invention permet ainsi de preparer des kits adhesifs destines a un usage chirurgical, par exemple pour la 
liaison de tissus entre eux ou avec un biomateriau implante. Ce kit comprend une solution acide reactive telle que 
decrit precedemmenL une solution de neutralisation, et des moyens de melange pour melanger extemporanement 
ces deux solutions. Le kit est conserve a temperature negative, de prelerence entre -10°C et -80°C afin de preserver 
la reactivite du collagene oxyde et ses proprietes adhesives. 

30 [0058] Selon un mode de realisation prefere de I'invention, le kit se presente sous la forme d'une double seringue 
equipee d'un melangeur, dont I'une contient la solution acide reactive de collagene oxyde tel que decrit precedemment 
et i'autre le tampon de neutralisation, cette double seringue etant de preference congelee pour son stockage et sa 
conservation. 

[0059] Selon I'invention, la neutralisation est avantageusement effecluee extemporanement avant application de la 
35 solution acide reactive de collagene oxyde sur les tissus biologiques a lier et, le cas echeant, le biomateriau implante. 
[0060] Le delai necessaire a la reticulation du melange reactif ainsi realise a partir de la solution acide reactive et 
de la solution de neutralisation, est suffisant pour permettre I'application de ce melange reactif sur les tissus et/ou 
biomateriau. avant polymerisation par reticulation. 

[0061] Pour une application correcte du melange neutralise reactif avec une bonne repartition de celui-ci sur I'en- 
40 semble des tissus, ledit melange est avantageusement rendu suffisamment fluide. Aussi, on rechauffe la solution acide 
reactive, et la solution de neutralisation provenant par exemple d'un kit tel que precile, a une temperature comprise 
entre 30°C et 60°C, de prelerence 42° a 50°C. 

[0062] On realise ensuite le melange de ces deux solutions rechauffees a I'aide des moyens de melange. 
[0063] On applique immediatement, avant que la reticulation ne se produise, le melange reactif neutralise a cette 
is temperature, sur les tissus biologiques maintenus dans la position correcte de liaison recherchee. 

[0064] On provoque alors la reticulation et la liaison des tissus en laissant agir quelques minutes. Le refroidissement 
eventuel n'est pas necessaire a la reticulation ni a I'adhesion. II est impose par les conditions experimentales. 
[0065] On peut, bien sur, appliquer le melange neutralise reactif prelablement amene a la temperature du corps du 
patient ou de 1'animal. 

so [0066] Le melange des deux solutions precitees rechauffees et appliquees sur les tissus etfou un biomateriau, reagit 
rapidement, par exemple en quelques minutes, pour former un gel adhesif assurant la liaison des tissus entre eux ou 
avec le biomateriau implante. Bien entendu, le temps de reticulation est variable en fonction notamment du taux d'oxy- 
dation du collagene. de la concentration de la solution acide reactive en collagene oxyde, de la temperature de reaction, 
du pH du melange, etc. Notamment, la reaction est acceleree en augmentant la temperature ou en utilisant un pH plus 

55 alcalin. superieur a 8. 

[0067] Selon d'autres modes de mise en oeuvre de ('invention, on peut prevoir d'appliquer, par exemple sur la peau, 
la solution acide reactive sous forme de spray, puis de laisser la neutralisation s'eflectuer par le milieu, ici la peau, en 
particulier dans le cas oil la rapidity d'action de la composition n'est pas essentielle. 
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[0068] On peul egalement prevoir d'introduire dans le corps du patient ou de I'animal, la solution acide reactive a 
I'aide de catheters et, de la meme facon, de laisser se realiser la neutralisation par le milieu organique lui-meme. Mais, 
on peut bien entendu prevoir egalement d'introduire a I'aide de catheters le melange reactil, en particulier si I'effet 
recherche doit etre obtenu tres rapidement. 
s [0069] Le materiau adhesif obtenu selon I'invention presente de bonnes caracteristiques mecaniques du fait notam- 
ment d'une reticulation homogene et dans la masse a travers les tissus mais egalement une bonne biodegradabilite. 
[0070] En outre, il n'est pas toxique car la modification du collagene ne donne pas lieu a I'addition d'un agent chimique 
etranger susceptible d'etre libere ulterieurement et d'etre a I'origine d'une certaine toxicite. 

[0071] Les compositions et produits selon I'invention presentent plusieurs domaines d'inleret dans la chirurgie par 
10 leurs proprietes adhesives. Chaque domaine et chaque application drfferente met en oeuvre des fonctions differentes 
telles que notamment adhesion, hemostase, etancheite (au liquide ou au gaz), cicatrisation, comblement, prevention 
des adherences chirurgicales, embolisation, systeme local de liberation de principes medicamenteux, etc. 
[0072] La solution acide reactive est un produit fluide pouvanl interpenetrer les anlracluosites des tissus biologiques 
sur lesquels elle est appliquee et permet, apres reticulation, de former un gel capable de relenir des tissus apposes 
'5 cote a cole, en part iculier dans le but d'une adhesion et d'une cicalrisalion definitive. En outre, I'un des tissus biologiques 
peut etre remplace par un biomateriau telle qu'une compresse ou un patch 

[0073] L'adhesion est une propriete inlrinseque decouverte par hasard et la fluidite du produit a appliquer provient 
avantageusement de la structure moleculaire monomere aussi peu reticulee que possible et stable dans le temps de 
la solution acide reactive, malgre son caractere potentiellement reactil et reticulable. 
so [0074] Aussi, I'utilisation de la composition selon I'invention peut se substituer, par exemple, a la microsuture des 
nerts par le maintien des deux bouts de nerf lese ou encore servir a l'adhesion des deux parties des tuniques de I'aorte 
lors des pathologies de dissection aigue de la crosse aortique. 

[0075] La grande fluidite de la solution acide reactive ou du melange reactif selon I'invention, son pouvoir de pene- 
tration des tissus el son aptitude a la reticulation in situ permettent egalement une utilisation de la composition adhesive 
25 selon I'invention dans lebutde limiter I'ecoulement sanguin, I'ecoulement d'un liquide autre que le sang ou I'ecoulement 
d'un gaz, d'une cavite biologique a une autre ou a I'exterieur de I'organisme. 

[0076] Le materiau adhesif forme apres reticulation in situ du collagene oxyde peut constituer une barriere mecanique 
en plus du role que peu! jouer egalement la molecule de collagene vis-a-vis du declenchemenl de la cascade de 
coagulation 

30 [0077] Ces proprietes conferent un role hemostatique a la composition selon I'invention qui peut ainsi servir a I'arret 
du saignement d'une biopsie, d'une incision ou d'une tranche de resection du parenchyme d'un organe hautement 
vascularise (loie, rein, rate) par application de la composition seule ou associee soit avec une compresse ou produit 
hemostatique, soit avec les techniques de ligature ou d'electrocoagulation conventionnelle. Elle peut servir egalement 
a I'arret du saignement ou suintement diffus de surface de tissus divers apres traumatisme, incision ou resection 

35 partielle. 

[0078] La composition selon I'invention peut egalement assurer, par exemple, I'etancheite lors des curages du sys- 
teme lymphatique (lymphostase), I'etancheite des anastomoses realisees par suture de deux parties d'organes ou de 
visceres entre eux, en particulier lorsque I'un de ces organes contient des fluides biologiques (cerveau-dure mere, 
oeil-cornee, appareil digeslif, vaisseau) ; I'etancheite visant a une meilleure cicalrisalion de I'anastomose pour assurer 
to une etancheite definitive des tissus permettant d'eviter la fistulisation (anastomose viscerate, vasculaire, 
oesophagienne) ; ou encore I'etancheite des anastomoses pulmonaires dilficiles a rendre etanche a la pression des 
gaz. 

[0079] La composition selon I'invention apporte une matrice collagenique en elle-meme denuee de principes toxi- 
ques, au contraire de la colle GRF precedemment decrite par exemple, qui est capable d'etre infiltree par les cellules 
45 et les vaisseaux et permet ainsi d'etre remplacee progressivement par le tissu conjonctif endogene. Initialement, le 
gel reticule de collagene oxyde procure une matrice qui adhere fermement avec les tissus sous-jacents el assure une 
barriere mecanique empechant ainsi toute fuite. Secondairement, le tissu conjonctif forme en place et dans le produit 
selon I'invention assure I'etancheite" et la reparation definitive. 

[0080] Le temps de degradation, et done I'adhesivite primaire, et le role dans le comblement peuvent etre modules 
so par la concentration du collagene dans la solution acide reactive ou par son oxydation en particulier au niveau de la 
densite des liaisons reticulantes. 

[0081] La solution acide reactive apporte intrinsequement, par ses proprietes adhesives, la possibilite de lier un tissu 
avec un autre ou un biomateriau, par exemple une compresse ou un patch en collagene, et ainsi permet de completer 
la matrice necessaire au comblement et a la cicatrisation de tissus leses. 
ss [0082] La composition selon I'invention peut ainsi etre appliquee sur des parois a la suite de resection de tumeur ou 
de kyste, ou servir notamment au remplissage de cavites evidees lors de curetages ou de resections de tumeur ou de 
kyste. 

[0083] Elle peut egalement etre employee dans le but d'une obstruction definitive de la lumiere de vaisseaux d'un 
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organe ou d'un tissu afin d'en supprimer ou limiter la vascularisalion pour provoquer sa regression ou sa disparilion. 
[0084] La composition selon I'invention peul ainsi s'appliquer notamment a I'embolisation de mallormalions arterio- 
veineuses cerebrates ou de tumeurs de type meningiome ou hepatique. 

[0085] Dans le domaine de la prevention des adherences chirurgicales, la composition selon I'invention permet au 
s tissu lese de reformer des plans de cicatrisation corrects conduisant a limiter I'apparition ulterieure d'adherences chi- 
rurgicales, c'est-a-dire de liens tissulaires pathologiques inorganises reliant deux tissus ou deux organes entre eux 
alors qu'ils sont naturellement separes, grace a I'hemostase plus soigneuse, la meilleure etancheite et la meilleure 
separation des plans lissulaires qu'elle procure. 

[0086] La composition selon I'invention peul ainsi trouver des applications notamment en chirurgie roparalrice des 
>o tendons ou dans I'etancheile des anastomoses digeslives pour limiler I'apparilion d'adherences'liees a la tenlative de 
reparation naturelle. 

[0087] Par aillcurs. la composition selon I'invonlion pout, parallcllcmcnt a scs proprietes adhesives, constilucr un 
systeme local de liberation de principes medicamenteux. 

[0088] En ellet, elle constitue une matrice collagenique pouvant servir de reservoir pour une substance active. La 
•5 liberation de cette substance se deroule alors en deux temps : dans un premier temps, la portion de la substance 
active en phase soluble dans le lluide inlerstitiel du gel adhesil est liberee par diflusion do lluidos. Dans un deuxieme 
temps, la substance active enchassee ou liee sur les molecules de collagene est relarguee au cours de la degradation 
progressive de la matrice. 

[0089] En consequence, I'invention peut s'appliquer aux domaines de la chirurgie digestive et generate, de la chi- 
20 rurgie hepatique - gastrique et pancreatique, de la neurochirurgie. de I'urologie et nephrologie, de la chirurgie gyne- 
cologique et obsletricale, de la chirurgie oto-rhino-laryngologie, de la chirurgie cranio-laciale, plastique el reconstruc- 
trice, de la chirurgie cardio-vasculaire, de la chirurgie pulmonaire et thoracique, en ophtalmologie, orthopedie, chirurgie 
denlaire-parodontologie, etc. 

[0090] On remarque a la lecture de ce qui precede que chaque tonction de la composition selon I'invention se retrouve 
25 dans plusieurs domaines et applications et lors de chaque application chirurgicale, plusieurs (onctions peuvent etre 
mises en oeuvre ; ces tonctions sont neanrnoins hierarchisees selon qu'elles sont essentielles ou complemenlaires ; 
les premieres resultent des proprietes intrinseques de la composition, a savoir adhesivite, biocompatibilite, bioresor- 
bable el non toxicite et sont majeures dans le role de la composition selon I'invention, quelle que soit la tonction 
recherchee ; les secondes decoulent desdites proprietes de base 
30 [0091] Les exemples qui suivent sont une illustration du procede de preparation d'une composition selon I'invention 
ainsi que de isolation des produits intermediates a cette preparation. Ms illustrent egalement un modede realisation 
prefere d'un kit adhesil selon I'invention ainsi que les proprietes adhesives de la composition selon I'invention. 

EXEMPLES 

35 

I - PREPARATION. 

Exemple 1 : Preparation d'une poudre de collagene modifie par coupure oxydative a I'aide d'acide periodique et non 
reticule. 

10 

[0092] Pour preparer 20 g de poudre, on prepare une solution acide de collagene en dissolvant 20 g de collagene 
I bovin pepsine (sec et sans cendre) dans 20 litres d'acide chlorhydrique 0,012 N, sous agitation a une temperature 
comprise entre environ 4°C et 8°C, pendant 8 heures au minimum. 

[0093] La solution est ensuite filtree sterilement sur un filtre plaque et le filtrat est recupere dans un llacon sterile. 
45 [0094] On addilionne alors au filtrat, sous agitation, 4,1 litres de chlorure de sodium (240 g/1) sterile et on poursuit 
I'agitation pendant environ 10 minutes. On laisse au contact pendant 8 heures minimum. 

[0095] La suspension est alors transferee, dans des conditions steriles, dans des recipients de centrifugal ion steriles. 
On procede a une centrifugation a environ 8000 t.p.m. pendant 15 minutes a 15°C environ. 
[0096] On recupere le precipite pour proceder a I'oxydation menagee par I'acide periodique. 
50 [0097] Pour cela, le precipite est repris dans de I'acide chlorhydrique 0,012 N sterile en ajustant le concentration en 
collagene a 0,5 %. On agite a une temperature comprise entre environ 4°C et 8°C pendant 8 heures minimum. 
[0098] On ramene ensuite la temperature du milieu a environ 20°C puis on y ajoute, sous agitation, 80 ml d'acide 
periodique 0,4 M sterile (365 mg d'acide periodique par gramme de collagene). 

[0099] On poursuit I'agitation pendant environ 2 heures a I'abri de la lumiere et on ajoute alors 0,8 litre de chlorure 
55 de sodium (240 g/l) sterile, en maintenant I'agitation environ 5 minutes supplementaires. 

[0100] On laisse reposer la suspension environ 30 minutes puis on la transfere dans des recipients de centrifugation 

steriles. On procede alors a la centrifugation a environ 8500 t.p.m. pendant 15 minutes a 20°C environ. 

[0101] On recupere le precipite et on le remet en suspension dans 4800 ml (q.s.p.) de NaCI 41 g/l, HCI 0,012 N, 
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steriles. On maintient i'agitation environ 1 heure puis on transfere la suspension dans des recipients de centrifugation 
steriles et on effectue la cent Mitigation a environ 8500 t.p.m. pendant 15 minutes a 20°C environ. 
[0102] On recupere le precipite et on procede a un second lavage de la meme maniere que precedemment. 
[0103] On recupere le precipite issu de ce second lavage et on le remet a nouveau en suspension comme pour les 
lavages precedents. 

[0104] On maintient alors la suspension sous agitation pendant 8 heures minimum a environ 4-8°C. 

[0105] La suspension est ensuite transferee dans des recipients de centrilugation et on realise la centrilugalion a 

8500 t.p.m. pendanl 15 minutes a 20°C. 

[0106] Le precipite recupere est remis en suspension dans une solution d'acetone a 90 % dans I'eau. 

[0107] On agite environ 15 minutes et on recupere le precipite par filtration sur toile de nylon. 

[0108] On lave le precipite obtenu 3 fois avec de I'acetone a 80 % el 3 lois avec de I'acelone a 100 %. 

[0109] On deshydrate le precipite acetonique resultant sous courant d'air sterile jusqu'a point constant. On obtient 

un rendement quantitatif proche de 100 %. 

[0110] Pourconserver la poudre de collagene oxyde oblenue, on la place dans des flacons steriles que I'on congcle 
a -80°C. 

Exemple 2 : Preparation d'une solution acide reactive de collagene modifie par coupure oxydative a I'aide d'acide 
periodique el non reticule. 

[0111] Ondissout la quantite necessairede poudre de collagene oxyde, non reticule, dansde I'eau ultrafiltree sterile. 
[0112] La quantite de poudre (P p ) necessaire a la preparation de 100 g (P s ) de solution acide reactive est calculee 
de la tacon suivante : 

Psxc 
p (100 -h) 

ou Ps represente la quantity de solution acide reactive preparee, c represente la concentration finale du collagene 
dans la solution acide reactive et h represente I'humidite residuelle de la poudre de collagene oxyde, non reticule. 
[0113] La quantite d'eau ultrafiltree (P e ) est calculee comme suit : 



[0114] Ainsi, pour la preparation de 100 g d'une solution acide reactive a 15 % a partir d'une poudre ayant une 
humidite residuelle de 14,5 % : 



P p = 17,54 get P e = 82,46 g 
40 [0115] Pour la preparation de 100 g d'une solution acide reactive a 20 % a partir de la meme poudre : 
P p = 23,39 g et P e = 76,61 g 

45 [0116] Pour cela, on ajuste la temperature de I'eau ultrafiltree a environ 60°C et on additionne, sous agitation, la 
poudre de collagene obtenue conformement a I'exemple 1 par Iraction d'environ un tiers a chaque fois. Entre chaque 
ajout, on poursuit I'agitation jusqu'a l'obtention d'une solution fluide. 

[0117] Comple tenu du chauffage controle opere, le collagene perd sa structure helicoidale et se transforme en 
gelatine. 

so [0118] Lorsque la lotalile de la poudre de collagene oxyde a ete additionnee, on maintient encore I'agitation jusqu'a 
l'obtention d'une solution homogene legerement visqueuse. 

[0119] Pourconserver la solution acide reactive ainsi preparee, on la place dans des flacons sleriles eton la congele 
a -20°C. 

55 Exemple 3 : Preparation d'un kit adhesif a usage chirurgical. 

[0120] Pour un kit sous la forme d'une double seringue munie d'un melangeur, on place une solution acide reactive 
de collagene oxyde, non reticule, preparee conformement a I'exemple 2, dans une seringue et on place, dans I'autre 
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seringuG, une solution lampon. 

[0121] Pour 100 g de solution acide reactive a 15 %, il y a 27,5 g de tampon carbonate de sodium 0,41 M. 
II - TEST DE REACTIVITE IN VITRO. 

[0122] On mesure le temps necessaire a la reticulation de la solution acide reactive conduisant a un gel, dans le 
conditions physiologiques d'utilisation suivantes : 

On chaulfe 1 g de solution acide reactive a 1 5 % a environ 42 °C pendant 2 a 3 minutes ; 
On y ajoute 275 microlitres de tampon carbonate de sodium 0,41 M ; 
On agite le melange a la spalule pendant environ 15 secondes. 
On note I'aspect du produit resultant toule les 60 secondes 



[0123] Les resultats sont les suivants : 



Etape I 


apres 0,5 min 


aspect visqueux 


Etape II 


apres 1,5 min 


aspect scmi-gdlilie 


Etape III 


apres 2,5 min 


aspect gelifie solide 



Ml - TEST D'ADHESIVITE : EVALUATION EX VIVO. 

[0124] L'evaluation des proprietes adhesives de compositions selon I'invention a ete realisee sur des tissus muscu- 
laires de lapin (rable). Ces tissus sont conserves a 4°C dans du serum physiologique pendant 48 heures au maximum. 
Le tissu de lapin est decoupe dans le sens des fibres a I'aide d'une trancheuse electrique (epaisseur des tranches : 
2,5 +0,5 mm), puis des carres de 25 mm x 25 mm sont decoupes dans les tranches obtenues. 
[0125] Les essais sont realises sur un appareil de traction usuel, par exemple de type Adamel Lhomargy de type 
DY34 muni d'un capteur de force de 100 N. Cet appareil permet d'obtenir les courbes force-deplacement. II permet 
egalement d'obtenir la force maximale d'arrachement (F max ), le module de Young, et I'energie mise en jeu peut etre 
calculee d'apres I'aire sous la courbe. 

[0126] Dans chaque type d'essai, deux eprouvettes de tissu de lapin sont fixees a I'aide d'une colle cyanoacrylique 
(par exemple vendue sous la marque "Loclite superglue", liquide ou gel) sur des supports inertes, verres ou cartons 
tres rigides de dimension superieure. Les tests sont realises au bout de 3 minutes apres une pression de 1 ou 4 N. 
[0127] La composition est appliquee sur les tissus par un systeme d'application double seringue a raison de 400 pi 
par echantillon selon I'exemple 3, a une concentration en collagene de 15 %. 
[0128] On enregistre apres 3 minutes de contact avec : 



a) la composition adhesive, sous 4 N : 

une force adhesive maximale moyenne de 2,5 N (+0,36) ; (n=3) 
une energie d'adhesion moyenne de 10,1 mJ (±3,7) ; (n=3) 

b) la composition adhesive, sous 1 N : 

une force adhesive maximale moyenne de 3,2 N (±1 ,7) ; (n=3) 
une energie d'adhesion moyenne de 5,4 mJ (±3,3) ; (n=3) 

c) la colle de Fibrine, sous 4 N : 

une force adhesive maximale moyenne de 2,5 N (+1 ,6) ; 
une energie d'adhesion moyenne de 3,8 mJ (±2). 

[01 29] Ces valeurs montrent que la composition adhesive selon I'invention donne des valeurs d'adhesion e 
moins egales a celles de la colle de fibrine utilisee comme reference. 

IV - TEST D'ADHESIVITE IN VIVO. 



[0130] Le pouvoir adhesif de la composition selon I'invention est determine in vivo dans un modele standardise de 
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collage de lambeau de peau. 

[01 31] Sur des rats de type OFA ou Sprague Dawley prealablement anesthesies et tondus, deux plaies equivalents 
sont realisees sur chaque flanc du rat par rapport a la ligne mediane de la colonne vertebrale. La plaie type comporte 
trois cotes de 2 a 3 cm de longueur. Les incisions sont realisees sur les cotes tetes, dos et queue de chaque (lane. 

s L'incision tete etant realisee a environ 1 3 cm du bout du museau du rat. 

[0132] Apres realisation de la plaie type, 0,2 a 0,4 ml de composition selon I'invention est applique sur la plaie par 
un systeme d'applicalion double seringue ; puis le lambeau de peau est positionne et maintenu en place par le rnani- 
pulateur pendant 1 a 2 minutes. Les berges de la plaie, correctement maintenues par le produit selon I'invention, ne 
se detachent alors plus et restent fermement maintenues. En I'absence de produit ou en presence d'un autre lype de 

'0 collagene tel que du collagene chauffe non oxyde, les berges des plaies ne restenl pas correctement en place et la 
plaie s'ouvre a nouveau. 

[0133] La plaie controlaterale est collee de maniere identique par de la colle de librine (TISSUCOL ou BIOCOL) 
servant de produit de reference. 

[01 34] Ce test caracterise d'une part, I'adhesivite primaire de I'adhesil selon I'invenlion, a savoir 1'eflicacitc de collage 
'5 au moment de la mise en place qui doit permettre un maintien des berges en place : 

En situation per operatoire, elle est observee apres 1 a 2 minutes de mainlien par le manipulateur ; 

En situation postoperatoire, elle est observee dans les deux premieres heures lorsque I'animal est anesthesie, et 

dans les deux premiers jours lorsque I'animal est vigile et bouge. 

20 

[01 35] Par ailleurs, le maintien primaire doit etre relaye par le processus de cicatrisation normal des tissus conduisant 
a I'adhesion definitive des berges de la plaie que I'on qualifie d'adhesivite secondaire. 

[0136] Ce test caracterise d'autre part, le bon maintien des berges accolees qui est observe apres le reveil de I'animal 
puis a 24, 48 et 72 heures. 

25 

Si le produit ne permet pas d'obtenir une adhesion physiologiquement correcte ; le lambeau de peau se detache 
et conduit a une ouverture de la plaie. 

Si le produit conduit a une adhesion primaire puis secondaire correctes, le lambeau de peau reste correctement 
accroche et la cicatrisation definitive se poursuit. 

30 

[0137] La figure 1 illustre lacinetique des evenements se produisant apres application de I'adhesil selon I'invention 
[0138] Un lest comparatif a ete effectue avec la colle de fibrine : 

[0139] Lors du test, le nombre de berges de plaies qui demeurent correctement collees est compte tous les jours 
durant 3 jours. 

35 [0140] Le resultat est exprime en nombre de plaies corredement collees en fonction du nombre total de plaies 

[0141] Les deux tableaux suivants montrent les resultats de deux essais independents, I'un conduit avec comme 
reference TISSUCOL et I'autre conduit avec comme reference BIOCOL. 

[0142] Les resultats montrent que I'adhesion observee avec la composition adhesive sur 3 jours est au moins egale 
aux colles de reference BIOCOL et TISSUCOL. 
"0 [0143] En I'absence de produit adhesif, aucune plaie ne reste correctement collee. 



45 




Jl 


J2 


J3 


50 


COMPOSITION 
ADHESIVE 
EXEMPLE 3 


49/51 


44/51 


34/51 




TISSUCOL . 
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46/51 
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Essai sur 17 rats. 
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23/24 
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BIOCOL 


17/24 


16/24 


15/21 



Essai sur 8 rats (* 1 rat est decede a J3 sans 
relation avec le produit, supprimant 1 ' observation de 
3 berges) . 

[0144] Ce test met ainsi en evidence que I'adhesif selon ['invention permet d'obtenir une adhesion aussi satislaisante 
que la colle de fibrine. 

Revendications 

1 . Composition adhesive biocompatible, bioresorbable et non toxique, a usage chirurgical notamment pour la liaison 
de tissus biologiques entre eux ou avec un biomateriau implante, caracterisee en ce qu'elle comprend une solution 
acide reactive de collagene ou de gelatine modifie(e) par coupure oxydative, non reticule(e) et potentiellement 
reticulable 

2. Composition adhesive selon la revendication 1 , caracterisee en ce que la solution acide reactive est constitute 
de collagene ou de gelatine oxyde(e) a I'aide d'une solution d'acide periodique ou un de ses sels, a une concen- 
tration comprise entre 1 et 10 -5 M. 

3. Composition adhesive selon Tune quelconque des revendications 1 et 2, caracterise en ce que la concentration 
en collagene ou en gelatine est comprise entre 5 et 30 % en poids. 

4. Composition adhesive selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, caracterisee en ce que la solution acide 
reactive est conservee a une temperature interieure a 0°C. 

5. Composition adhesive selon la revendication 4, caracterisee en ce que ladite solution acide reactive est conservee 
a une temperature comprise entre -10°C et -80°C . 

6. Composition adhesive selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterisee en ce que le collagene 
ou la gelatine est d'origine humaine ou animale. 

7. Composition adhesive selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterisee en ce que la solution 
acide reactive est une solution concentree a pH acide dans de I'eau sterile, de collagene ou de gelatine oxyde(e) 
par I'acide periodique ou I'un de ses sels et deshydrate(e) sous forme de poudre. 

8. Poudre de collagene ou de gelatine moditie(e) par coupure oxydative, non reticule(e) et potentiellement reticulable, 
soluble a pH acide. 

9. Poudre selon la revendication 8, caracterisee en ce quelle comprend du collagene ou de la gelatine oxyde(e) a 
I'aide d'une solution d'acide periodique ou un de ses sels, a une concentration comprise entre 1 et 10" 5 M. 

10. Poudre selon I'une quelconque des revendications 8 et 9, caracterisee en ce qu'elle est conservee a une tempe- 
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rature inlerieure a 0°C. 

11. Poudre selon la revendication 10, caracterisee en ce qu'elle est conservee a une temperature comprise enlre 
-10°C et -80 'C. 

s 

12. Poudre selon I'une quelconque des revendications 8 a 11, caracterisee en ce que le collagene ou la gelatine esl 
d'origine humaine ou animale. 

13. Precede de preparation d'une poudre selon I'une quelconque des revendicalions 8 a 12, caracterise en ce qu'il 
io consiste a : 

preparer une solution acide de collagene ; 

soumeltre ladite solution aqueuse acide et a lempe rature ambiante, a une oxydation menagee par une solution 
d'acide periodique ou un de ses sels, a une concentration comprise entre 1 et IO 5 M : 
»5 . precipiter le collagene oxyde et non reticule, a pH acide ; et 

isoler et concentrer puis deshydrater ledit collagene modifie par coupure oxydative et non reticule, pour I'ob- 
tenir sous lorme de poudre acide reactive. 

14. Precede selon la revendication 13, caracterise en ce que I'on precipile a pH acide, le collagene oxyde et non 
20 reticule par addition de sel, notamment de chlorure de sodium. 

15. Precede selon I'une quelconque des revendications 13 et 14, caracterise en ce que I'on utilise du collagene d'ori- 
gine humaine ou animale. 

25 16. Solution acide reactive concentree de collagene ou de gelatine modifie(e) par coupute oxydative, non reticule(e) 
et potentiellement reticulable, pour lormer une composition adhesive. 

17. Solution acide reactive selon la revendication 16, caracterisee en ce qu'elle est preparee a partir de la poudre 
selon I'une quelconque des revendications 8 a 12 par dissolution dans I'eau, a pH acide. 

30 

18. Solution selon I'une quelconque des revendications 16 et 17, caracterisee en ceque la concentration en collagene 
ou gelatine est comprise entre 5 et 30 % en poids. 

19. Solution selon I'une quelconque des revendications 16 a 18, caracterisee en ce qu'elle est conservee a une tem- 
35 perature inlerieure a 0°C. 

20. Solution selon I'une quelconque des revendications 16 a 19, caracterisee en ce qu'elle est conservee a une tem- 
perature comprise entre -10°C et -80 "C. 

io 21. Precede de preparation d'une solution acide reactive selon la revendication 17, caracterise en ce qu'il consiste a . 

preparer une poudre sterile de collagene ou de gelatine modifie(e) par coupure oxydative, non reticule(e) et 
potentiellement reticulable selon I'une quelconque des revendications 13a 15, 

dissoudre dans de I'eau sterile la quantite necessaire de cette poudre, en chauffant a une temperature com- 
45 prise entre 40°C et 80°C. 

22. Precede selon la revendication 21 , caracterise en ce que I'on dissout dans de I'eau sterile la poudre de collagene 
ou de gelatine modifie(e) par coupure oxydative et non reticule(e), par quantite d'environ 5 % (poids/poids). 

50 23. Kit adhesif biocompatible, bioresorbable et non toxique. destine a un usage chirurgical notamment pour la liaison 
de tissus biologiques entre eux ou avec un biomateriau implante, caracterise en ce qu'il comprend : 

une solution acide reactive de collagene ou de gelatine modifie(e) par coupure oxydative, non reticule(e) et 
potentiellement reticulable, 
55 - une solution de neutralisation, et 

des moyens de melange pour melanger extemporanement lesdites solutions. 

24. Kit selon la revendication 23, caracterise en ce que la solution acide reactive est une solution selon I'une quelcon- 
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que des revendications 16 & 20. 

25. Kit selon I'une quelconque des revendications 23 et 24, caracterise en ce que la solution acido reactive est con- 
servee a une temperature inferieure a 0°C. 

26. Kit selon la revendication 25, caracterise en co que la solulion acide reactive est conservee a une temperature 
comprise enlre -10°C et - 80°C. 

27. Kit selon I'une quelconque des revendications 23 a 26, caracterise en ce que la solution acide reactive est obtenue 
par le precede selon I'une quelconque des revendications 21 et 22. 

28. Kit selon I'une quelconque des revendications 23 a 27, caracterise en ce que la solution de neutralisation est un 
tampon permettant d'obtenir, apres melange avec la solulion acide reactive, un pH compris enlre 6 et 10. 

29. Kit selon la revendications 28, caracterise en ce que ledit tampon est constitue de carbonate ou de phosphate de 
sodium. 

30. Kit selon I'une quelconque des revendications 23 a 29, caracterise en ce qu'il so presenle sous la forme d'une 
double seringue equipee de moyens de melange, dont I'une des seringues contient la solution acide reactive de 
collagene ou de gelatine modifie(e) par coupure oxydative, non reticule(e) et potentiellement reticulable. et I'aulre 
contient la solution de neutralisation. 

31. Procede d'application in vitro sur des tissus biologiques et/ou un biomateriau, d'une composition adhesive selon 
I'une quelconque des revendications 1 a 7, caracterise en ce qu'il consiste a : 

amener la solution acide reactive de collagene ou de gelatine modifie(e) par coupure oxydative et non reticule 
(e), a un etat de fluidite adapte a une repartition convenable sur lesdits tissus et/ou biomateriau , 
melanger extemporanement la solution acide reactive de collagene ou de gelatine et une solution de neutra- 
lisation de maniere a obtenir un pH compris entre 6 et 10 ; appliquer immediatement avant reticulation, le 
melange reactif neutralise et presentant un etat de fluidite adapte, sur les tissus biologiques et/ou biomateriau 

laisser polymeriser par reticulation a la temperature du corps humain. 

32. Procede d'application selon la revendication 31 , caracterise en ce que, pour atteindre ledit etat de fluidite adapte, 
on chauffe la solution acide reactive a une temperature comprise entre 30°C et 60°C et on applique sur lesdits 
tissus et/ou biomateriau, ladite solution acide reactive chauffee apres neutralisation. 

33. Procede d'application selon la revendication 3 caracterise en ce que Ton chauffe la solution acide reactive a environ 
37° C. 

34. Procede d'application selon la revendication 31 caracterise en ce que la solution de neutralisation est un tampon 
carbonate ou phosphate de sodium. 

35. Utilisation d'une composition adhesive selon I'une quelconque des revendications 1 a 7 pour la preparation d'un 
materiau adhesif biocompatible, bioresorbable et non toxique, constitue de collagene ou de gelatine reticule(e), 
dans la masse et de maniere homogene. 



PatentansprOche 

1. Biokompatibler, bioresorbierbarer und ungiftiger Klebstotf zur Verwendung in der Chirurgie, insbesondere (Or die 
Verbindung von biologischen Geweben untereinander oder mit einem implantierlen Biomaterial, dadurch gekenn- 
zeichnet, dal3 er eine saure reaktionsfahige Losung von durch oxydative Spaltung modifiziertem(er), nicht ver- 
netztem(er) und potentiell vernetzbarem(er) Kollagen Oder Gelatine enthalt. 

2. Klebstoff gemaR Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dal3 die saure reaktionsfahige Losung aus mit Hilfe einer 
Losung aus Periodsaure oder einem ihrer Salze in einer Konzentration zwischen 1 und 10 -5 M oxydiertem(er) 
Kollagen oder Gelatine besteht. 
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3. Klebstoff gemaB einem der Anspruche 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Konzentration an Kollagen oder 
Gelatine zwischen 5 und 30 Gew.% betragt. 

4. Klebstotf gemaB einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, die saure reaktionsfahige Losung bei 
s einer Temperatur unter 0°C autbewahrl wird. 

5. Klebstofl gemaB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dal3 die besagte saure reaktionsfahige Losung bei einer 
Temperatur zwischen -10°C und -80°C autbewahrl wird. 

10 6. Klebstoff gemaB einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB das Kollagen oder die 
Gelatine menschlicher oder tierischer Herkunft ist. 

7. Klebstoll gemaB einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die saure reaktionsfahige 
Losung eine konzentrierte, in sterilem Wasser mit saurem pH vorliegende Losung von durch Periodsaure oder 

'5 eines ihrer Salze oxydiertem(er) und entwassertem(er) und somit in Pulverform vorliegendem(er) Kollagen oder 

Gelatine ist. 

8. Pulver von durch oxydative Spaltung modifiziertem(er), nicht vernetztem(er) und potenliell vernetzbarem(er), bei 
saurem pH loslichem(er) Kollagen oder Gelatine. 

20 

9. Pulver gemaB Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB es Kollagen oder Gelatine enthalt, das(die) mit Hilfe 
einer Losung von Periodsaure oder einem ihrer Salze in einer Konzentration zwischen 1 und 1 0- 5 M oxydiert wurde. 

10. Pulver gemaB einem der Anspruche 8 und 9, dadurch gekennzeichnet, daB es bei einer Temperatur unter 0°C 
2S aulbewahrt wird. 

11. Pulver gemaB Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB es bei einer Temperatur zwischen -10°C und -80°C 
aulbewahrt wird. 

30 12. Pulver gemaB einem der Anspruche 8 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB das Kollagen oder die Gelaline 
menschlicher oder tierischer Herkunft ist. 

13. Verfahren zur Herstellung eines Pulvers gemaB einem der Anspruche 8 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB es 
besteht in 

55 

der Herstellung einer sauren Kollagenlosung; 

einer schonend durchgefuhrten Oxidation der besagten waBrigen, sauren und bei Raumtemperalur vorliegen- 
den Losung durch eine Losung von Periodsaure oder einem ihrer Salze in einer Konzentration zwischen 1 
40 und 1 0-5 M; 

der Fallung des oxydierten und nicht vernetzten Kollagens bei saurem pH; und 

der Isolierung, Konzentration und anschlieBenden Dehydratisierung des besagten, durch oxydative Spaltung 
45 modiliziorton und nicht vornotzlon Kollngcns, um os in Form cinos sauren, rcnklionsfahirjen Pulvers zu orhnl- 

len 

14. Verlahren gemaB Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB das oxydierte und nicht vernetzte Kollagen durch 
Zugabe von Salz, vor allem von Natriumchlorid, bei saurem pH gelallt wird. 

so 

15. Verlahren gemaB einem der Anspruche 13 und 14, dadurch gekennzeichnet, daB man Kollagen menschlicher 
Oder tierischer Herkunft verwendet. 

16. Saure reaktionsfahige konzentrierte Losung von durch oxydative Spaltung modifiziertemfer), nicht vernetztem(er) 
55 und potentiell vernetzbarem(er) Kollagen oder Gelatine fur die Bildung eines Klebstoffs. 



17. Saure reaktionsfahige Losung gemaB Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB sie aus dem Pulver gemaB 
einem der Anspruche 8 bis 12 durch Auflosen in Wasser bei saurem pH gebildet wird. 
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18. Losung gemaG einem der Anspruche 16 und 17, dadurch gekennzeichnet, daG die Konzentration an Kollagen 
Oder Gelatine zwischen 5 und 30 Gew.% liegt. 

19. Losung gemaG einem der Anspruche 16 bis 18, dadurch gekennzeichnel, daG sie bei einer Temperalur unter 0°C 
aulbewahrt wird. 

20. Losung nach einern der Anspruche 16 bis 19, dadurch gekennzoichnet, daG sie bei einer Temperatur zwischen 
-1CPC und -80°C aulbewahrt wird. 

21. Verlahren zur Herslellung einer sauren reaktionsfahigen Losung gemaG Anspruch 17, dadurch gekennzeichnel, 
daG es besleht in 

der Herslellung eines slerilen Pulvers aus durch oxydative Spallung modifiziertem(er), nichl vernelzlem(er) 
und potentiell vernetzbarem(er) Kollagen oder Gelatine gemaG einem der Anspruche 13 bis 15; 

der Auflosung der ertorderlichen Menge dieses Pulvers in sterilem Wasser durch Erwarmen aul eine Tempe- 
ratur zwischen 40°C und 80°C. 

22. Verlahren gemaG Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daG man das Pulver aus durch oxydative Spallung mo- 
ditiziertem(er) und nicht vernetztem(er) Kollagen Oder Gelatine in einer Menge von etwa 5 % (Gew./Gew.) in ste- 
rilem Wasser auflost. 

23. Biokompatibles, bioresorbierbares und ungiltiges Klebstoff-Set zur Verwendung in der Chirurgie, insbesondere fur 
die Verbindung biologischer Gewebe untereinander oder mit einem implantierten Biomaterial, dadurch gekenn- 
zeichnet, daG es umfaGt 

eine saure, reaktionsfahige Losung von durch oxydative Spallung modifiziertem(er), nicht vernetztem(er) und 
potentiell vernetzbarem(er) Kollagen oder Gelatine, 

eine Neutralisationslosung und 

Mischungsmittel zum Mischen der besaglen Losungen wahrend der Operation. 

24. Set gemaG Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, daG die saure reaktionsfahige Losung eine Losung gemaG 
einem der Anspruche 16 bis 20 ist. 

25. Set gemaG einem der Anspruche 23 und 24, dadurch gekennzeichnet, daG die saure reaktionsfahige Losung bei 
einer Temperatur unter 0°C aulbewahrt wird. 

26. Set gemaG Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daG die saure reaktionsfahige Losung bei einer Temperatur 
zwischen -10°C und -80°C aulbewahrt wird. 

27. Set gemaG einem der Anspruche 23 bis 26, dadurch gekennzeichnet, daG die saure reaktionsfahige Losung durch 
das Verlahren gemaG einem der Anspruche 21 und 22 erhalten wird. 

28. Set gemaG einem der Anspruche 23 bis 27, dadurch gekennzeichnel, daG die Neutralisationslosung ein Puller ist, 
mit dem man nach der Mischung mit der sauren reaktionsfahigen Losung einen pH-Wert zwischen 6 und 10 er- 
halten kann. 

29. Set gemaG Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, daG der Puffer aus Natriumcarbonat oder -phosphal besteht. 

30. Set gemaG einem der Anspruche 23 bis 29, dadurch gekennzeichnet, daG es in Form einer mit Mischungsmitteln 
ausgestattelen Zwillingsspritze vorliegt, von denen eine die saure reaktionsfahige Losung von durch oxydative 
Spaltung modifiziertem(er), nicht vernetztem(er) und potentiell vernetzbarem(er) Kollagen oder Gelatine, und die 
andere die Neutralisationslosung enthalt. 

31. Verfahren zum Auftragen eines Klebstoffs gemaG einem der Anspruche 1 bis 7 in vitro auf biologische Gewebe 
und/oder ein Biomalerial, dadurch gekennzeichnet, daG es besteht in: 
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der Uberluhrung der sauren reaktionsfahigen Losung von durch oxydative Spaltung modifiziertem(er) und 
nicht vernetztem(er) Kollagen Oder Gelatine in einen Zustand der Liquiditat, der einer zweckentsprechenden 
Verteilung au( den besagten Geweben und/oder dem Biomaterial angepaRt ist; 

der wahrend der Operation vorgenommenen Mischung der sauren reaktionslahigen Kollagen- Oder Gelatine- 
losung mit einer Neutralisationslosung, um einen pH-Wert zwischen 6 und 10 zu erhallen; der unmittelbar vor 
der Vernetzung erlolgten Aultragung der reaktionsfahigen, neutralisierten und einen geeigneten Liquiditats- 
zustand aulweisenden Mischung aul die zu verbrndenden biologischen Gewebe und/oder das Biomaterial; 

der Polymerisation durch Vernetzung bei der Korpertemperatur des Menschen. 

32. Aultragungsverlahren gemaR Anspruch 31. dadurch gekennzeichnet. daG man zur Erreichung des besagten ge- 
eigneten Liquiditatszustandes die saure reaklionslahige Losung aul eine Temperatur zwischen 30°C und 60°C 
erwarmt und die besagte saure reaktionslahige erwarmle Losung nach der Neutralisation aul die besagten Gewebe 
und/oder das Biomaterial auftragt. 

33. Aultragungsverlahren gemaR Anspruch 31 , dadurch gekennzeichnet, daR man die saure reaktionstahige Losung 
aul etwa 37°C erwarmt. 

34. Aultragungsverlahren gemaR Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet. daG die Neutralisationslosung ein Natrium- 
carbonat- oder Natriumphosphat-Puffer ist. 

35. Verwendung eines Klebstolls nach einem der Anspruche 1 bis 7 zur Herstellung eines biokompatiblen, bioresor- 
bierbaren und ungiltigen klebenden Materials, bestehend aus vernetztem(er) Kollagen Oder Gelatine, in der Masse 
und in homogener Form. 



1. Adhesive composition which is biocompatible, bioresorbable and non-toxic lor surgical use, in particular lor joining 
biological tissues to each other or to an implanted biomaterial, characterised in that said composition comprises 
a reactive acidic solution ol collagen or of gelatine which is modified by oxidative degradation, is non-cross-linked 
and potentially cross-linkable. 

2. Adhesive composition according to claim 1 , characterised in that the reactive acidic solution is lormed from collagen 
or gelatine which is oxidised with the help of a periodic acidic solution or ol one of its sails, in a concentration 
between 1 and 10 s M. 

3. Adhesive composition according to any ol the claims 1 and 2, characterised in that the concentration ol collagen 
or gelatine is between 5 and 30% by weight. 

4. Adhesive composition according to any of the claims 1 to 3, characterised in that the reactive acidic solution is 
preserved at a temperature below 0°C. 

5. Adhesive composition according to claim 4 characterised in that said reactive acidic solution is preserved at a 
temperature between -10°C and -80°C. 

G. Adhesive composition according to any of the preceding claims, characterised in that the collagen or the gelatine 
is of human or animal origin. 

7. Adhesive composition according to any of the preceding claims, characterised in that the reactive acidic solution 
is a concentrated solution, with an acidic pH in sterile water, of collagen or gelatine which is oxidised by periodic 
acid or one of its salts and dehydrated in Ihe form ol a powder. 

8. Powder of collagen or gelatine which is modified by oxidative degradation, non-cross-linked and potentially cross- 
linkable, and soluble with an acidic pH. 

9. Powder according to claim 8, characterised in that it contains collagen or gelatine which is oxidised with the help 



16 



EP 0 664 132 B1 

ol a solution of periodic acid or one of its salts at a concentration between 1 and 10" 5 M. 

1 0. Powder according to any of the claims 8 and 9, characterised in that it is preserved at a temperature below 0°C. 

11. Powder according to claim 10, characterised in that it is preserved at a temperature between -10°C and -60°C. 

1 2. Powder according to any of the claims 8 to 1 1 , characterised in that the collagen or gelatine is ol human or animal 

13. Method for preparing a powder according to any of the claims 8 to 12, characterised in that it comprises : 

preparing an acidic solution of collagen, 

• subjecting said aqueous acidic solution at ambient temperature to oxidation provided by a solution of periodic 
acid or by one of its salts at a concentration between 1 and 10 s M; 

• precipitating the oxidised, non-cross-linked collagen at an acidic pH; and 

• isolating and concentrating then dehydrating said collagen which is modified by oxidative degradation and is 
non-cross-linked in order to obtain it in the form of a reactive acidic powder. 

14. Method according to claim 13. characterised in that the oxidised, non-cross-linked collagen is precipitated at an 
acidic pH by adding a salt, particularly sodium chloride. 

15. Method according to any of the claims 13 and 14, characterised in that the collagen used is of human or animal 
origin. 

1 6. Concentrated reactive acidic solution of collagen or gelatine which is modified by oxidative degradation, non-cross- 
linked and potentially cross-linkable in order to form an adhesive composition 

17. Reactive acidic solution according to claim 16, characterised in that it is prepared from the powder according to 
any of the claims 8 to 12 by dissolving in water at an acidic pH. 

18. Solution according to any of the claims 16 and 17, characterised in that the concentration of collagen or gelatine 
is between 5 and 30% by weight. 

19. Solution according to any of the claims 16 to 18, characterised in that it is preserved at a temperature below 0°C. 

20. Solution according to any of the claims 16 to 19, characterised in that it is preserved at a temperature between 
-10°C and -80°C. 

21. Method for preparing a reactive acidic solution according to claim 17, characterised in that it comprises : 

• preparing a sterile powder of collagen or gelatine which is modified by oxidative degradation, non-cross-linked 
and potentially cross-linkable according to any of the claims 13 to 15, 

• dissolving the necessary quantity of this powder in sterile water by heating to a temperature between 40°C 
and 80°C. 

22. Method according to claim 21, characterised in that the powderol collagen or gelatine which is modified by oxidative 
degradation and non-cross-linked is dissolved in a quantity of approx. 5% (weight/weight) in sterile water 

23. Adhesive kit which is biocompatible, bioresorbable and non-toxic and intended for surgical use, in particular for 
joining biological tissues to each other or to an implanted biomaterial, characterised in that it comprises : 

• a reactive acidic solution of collagen or gelatine which is modified by oxidative degradation, non-cross-linked 
and potentially cross-linkable, 
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a neutralising solution, and 

mixing means for mixing said solutions extemporaneously. 

24. Kit according to claim 23, characterised in that the reactive acidic' solution is a solution according to any of the 
claims 16 to 20. 

25. Kit according to any of the claims 23 and 24, characterised in that the reactive acidic solution is preserved at a 
temperature below 0°C. 

26. Kit according to claim 25, characterised in that the reactive acidic solution is preserved at a temperature between 
-10°C and-80 o C. 

27. Kit according to any of the claims 23 to 26, characterised in that the reactive acidic solution is obtained by the 
method according to any ol the claims 21 and 22. 

28. Kit according to any of the claims 23 to 27, characterised in that the neutralising solution is a buffer which allows 
a pH between 6 and 10 to be obtained alter mixing with the reactive acidic solution. 

29. Kit according to claim 28, characterised in that said buffer is made of sodium carbonate or sodium phosphate. 

30. Kit according to any of the claims 23 to 29, characterised in that it appears in the lorm ol a double syringe provided 
with mixing means, one ol which syringes contains the reactive acidic solution of collagen or gelatine which is 
modified by oxidative degradation, non-cross-linked and potentially cross-linkable, and the other contains the neu- 
tralising solution. 

31. Method for application in vitro on biological tissues and/or a biomaterial of an adhesive composition according to 
any of the claims 1 to 7, characterised in that it comprises : 

bringing the reactive acidic solution of collagen or gelatine, which is modified by oxidative degradation and 
non-cross-linked, to a state of fluidity suitable for appropriate distribution on said tissues and/or biomalerial; 

• mixing the reactive acidic solution of collagen or gelatine and a neutralising solution extemporaneously so as 
to obtain a pH between 6 and 10; applying the neutralised reactive mixture which is displaying an adapted 
slate of fluidity, immediately before cross-linkage, on the biological tissues and/or the biomaterial to be joined; 

• leaving to polymerise by cross-linkage at the temperature of Ihe human body. 

32. Method for application according to claim 31, characterised in that in order to obtain said suitable state of fluidity, 
the reactive acidic solution is heated to a temperature between 30°C and 60°C and said heated reactive acidic 
solution is applied alter neutralisation on said tissues and/or biomaterial. 

33. Method for application according to claim 3, characterised in that the reactive acidic solution is heated to approx 
37°C. 

34. Method for application according to claim 31, characterised in that 1he neutralising solution is a buffer of sodium 
carbonate or sodium phosphate. 

35. Use of an adhesive composition according to any of the claims 1 to 7 for preparing an adhesive material which is 
biocompatible, bioresorbable and non-toxic, made of collagen or gelatine, which is cross-linked in bulk and in a 
homogeneous manner. 
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